随着生命科学的发展，动物模型在科学研究中发挥着越来越重要的作用。由于缺乏理想的实验动物，一些模拟人类生理及病理状态的体内实验研究始终受到一定程度的限制。造血干细胞（hematopoietic stem cell，HSC）的研究在再生医学研究中占据重要地位，造血干细胞移植（hematopoietic stem cell transplantation, HSCT）是目前应用最广泛的再生医学治疗手段。对HSC的研究需要进行体内移植实验检测其生物学行为。相对于体外实验，免疫缺陷小鼠移植模型能够更准确地反映原始造血细胞在体内造血微环境中的再生能力。人源化小鼠是移植了人类组织细胞或通过转基因的方法使其表达人源基因的免疫缺陷小鼠，也被称作小鼠-人嵌合体，是目前用来研究人类细胞或组织的一个独特的动物模型，在血液学领域的研究中发挥了重要作用。本文主要对免疫缺陷鼠和人源化小鼠模型的发展、建立及其在血液学研究中的应用进行综述。

一、免疫缺陷小鼠的演化

人造血细胞移植给免疫缺陷小鼠的实验已开展了近30年，期间免疫缺陷小鼠的品系不断得到改良。

1．SCID小鼠和Rag^−/−^小鼠：1983年Bosma等[@b1]在CB17近交系小鼠中发现位于16号染色体上的Prkdc基因存在隐性突变，导致小鼠出现重度联合免疫缺陷综合征（severe combined immunodeficiency disease，SCID）。Prkdc基因编码的蛋白是DNA依赖的蛋白激酶（DNA-PK）的催化亚基，与Ku蛋白（含有能与DNA结合的末端）一起组成DNA-PK。DNA-PK为DNA重组酶的活化所必需，在双链DNA损伤修复和T、B细胞的T细胞抗原受体（TCR）、B细胞抗原受体（BCR）基因V、D、J基因重排时发挥重要功能[@b2]。活化态DNA重组酶的缺失使TCR、BCR基因重排不能正常进行，原始T、B细胞不能进一步分化为功能性的T、B细胞，从而导致细胞和体液双重免疫缺陷。研究发现，虽然人的外周血[@b3]、胎肝造血组织[@b4]、HSC[@b5]都能够植入这种免疫缺陷小鼠中，但成功率非常低，而且植入的人源细胞并不能分化成有功能的人免疫细胞。因Prkdc基因突变的SCID小鼠仍残存有NK细胞、补体及髓系细胞的正常免疫，部分周龄较大的SCID小鼠可能发生免疫渗漏，产生B细胞和T细胞。同时SCID小鼠的放射修复缺陷使其对电离辐射的敏感性较野生型小鼠高2倍以上[@b6]。重组激活基因（Rag）缺陷小鼠的出现，克服了SCID小鼠的一些不足。Rag基因包括Rag1和Rag2。Rag1和Rag2位点定向突变阻止了成熟T和B细胞在小鼠体内的生成，且不会造成免疫渗漏和辐射敏感。但Rag^−/−^小鼠保留了较高水平的NK细胞，在一定程度上也限制了人HSC细胞的植入[@b7]--[@b8]。

2．非肥胖糖尿病／免疫缺陷（NOD-scid）小鼠：1995年，Shultz等[@b9]将SCID小鼠与非肥胖糖尿病小鼠（non-obese diabetic，NOD/Lt）品系回交得到了NOD-scid小鼠。NOD-scid小鼠缺乏T细胞和B细胞功能，同时又拥有NOD小鼠具备的多种固有免疫缺陷（包括NK细胞及补体活性低下），从而支持了更高水平的人外周血细胞的植入[@b10]。此外，Shultz等[@b9]研究发现，SCID小鼠免疫渗漏高达90%，而NOD-scid小鼠则低于10%。NOD-scid小鼠一度成为造血细胞研究中应用最广、也最为重要的异基因移植模型。但NOD-scid小鼠也存在一些缺陷，如对放射更敏感（400 cGy的γ射线可导致造血缺陷和死亡）[@b9]，且NOD-scid小鼠易发生胸腺瘤，平均寿命只有8个月，使其应用受到限制。

3．NSG/NOG/BRG小鼠：白细胞介素2受体γ链（IL-2Rγ）也被称为通用细胞因子受体γ链（common cytokine-receptor γ-chain，γ~c~），是形成高亲和力受体的重要组成部分，IL-2、IL-4、IL-7、IL-9、IL-15和IL-21的信号传导都需要IL-2Rγ组成的受体介导[@b11]。IL-2Rγ的缺失可导致T、B细胞发生严重缺陷，并且完全阻滞NK细胞的发育[@b12]--[@b14]。2002至2005年，4个实验室分别繁育出IL-2Rγ缺陷小鼠，为人源化小鼠研究带来了重大贡献[@b15]--[@b18]。其中3个应用最广泛的小鼠品系为：NOD.Cg-Prkdc^scid^ IL2rg^tm1Wjl^/SzJ（NSG）小鼠[@b17]、NOD. ShiCg-Prkdc^scid^ IL2rg^tm1Sug^（NOG）小鼠[@b15]以及C.CgRag2^tm1Fwa^ IL2rg^tm1Sug^或C.CgRag1^tm1Mom^ IL2rg^tm1Wjl^（BRG）小鼠[@b16],[@b19]。IL-2Rγ突变的免疫缺陷小鼠能接受人HSC和外周血的移植，且移植效率远远高于之前的免疫缺陷小鼠。IL-2Rγ突变并不完全相同，NOD背景的两种小鼠中，NOG小鼠表现为IL-2Rγ胞内结构域缺失，其IL-2Rγ可以表达并结合细胞因子但失去了信号转导功能，使得NOG小鼠表现为T、B细胞缺失和NK细胞无活性；NSG小鼠则表现为IL-2Rγ完全缺失，其IL-2Rγ不表达且无法结合细胞因子，导致该小鼠完全丧失T、B细胞和NK细胞。NSG小鼠及NOG小鼠均显示高水平的人HSC植入，而NSG小鼠骨髓中的人HSC植入水平更高[@b20]。BRG小鼠是在BALB/c基因背景的小鼠中诱导Rag1^−/−^或Rag2^−/−^突变，并且IL-2Rγ胞内结构域缺失，表现为T、B细胞缺失和NK细胞无活性。不同品系的免疫缺陷小鼠对人HSC移植的植入效率产生不同的结果，其中NSG小鼠的HSC植入率高于BRG小鼠[@b19]。其原因主要在于NOD背景小鼠的SIRPα（signal regulatory protein alpha）表现出胞外结构域的多态性，可以结合人源CD47，抑制了巨噬细胞对人源细胞的吞噬作用[@b21]。巨噬细胞表面的SIRPα结合靶细胞表面的CD47，会向吞噬细胞传递"别吃我"的信号，使靶细胞免于被吞噬清除[@b22]。

4．NSGW小鼠：以Kit基因突变小鼠为移植受体可以在受体非照射的情况下支持供体小鼠来源HSCT[@b23]。Kit（c-Kit）基因表达干细胞因子（stem cell factor，SCF）的受体，为正常造血所必需，c-Kit无义突变小鼠的表型类似于再生障碍性贫血[@b24]，自身HSC功能受损，为野生型供体的造血细胞提供了竞争优势，使HSC可以在低剂量照射或非照射的条件下获得植入。2014年，Cosgun等[@b25]通过将突变的Kit等位基因导入BALB/c或NOD背景的免疫缺陷小鼠品系，构建了BRg Kit^Wv/Wv^（BRgWv）、NSG Kit^Wv/Wv^（NSGWv）、NSG Kit^Wv/+^（NSGWv/+）以及NSG Kit^W41/W41^（NSGW41）小鼠。除了NSGWv小鼠的短暂寿命限制了其应用，其余3种小鼠经过人源HSC移植实验显示，包含Kit基因突变的未照射免疫缺陷小鼠可以获得高植入水平的多系造血重建，其人源HSC植入比例可达到经照射处理的无Kit基因突变同品系免疫缺陷鼠的植入水平，其二次移植的受体小鼠也获得了移植重建。并且不同于BRG和NSG小鼠，Kit基因突变的成年免疫缺陷小鼠显示出了与新生小鼠同样的植入效率。由于NOD背景的小鼠比BRG背景的小鼠拥有更高的人源细胞嵌合率，且NSGW41小鼠不需要象NSGWv/+小鼠进行基因型鉴定，因此更适于实验操作[@b26]。

免疫缺陷鼠的发展历程见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 免疫缺陷鼠发展历程

  品系                    年份                适应性免疫     固有免疫                           特点
  ----------------------- ------------------- -------------- ---------------------------------- ---------------------------------------------------------------
  SCID                    1983[@b1]           T、B细胞缺失   正常                               人源细胞植入效率低；免疫渗漏；对辐射敏感
  Rag1 ^−/−^或Rag2^−/−^   1992[@b7]--[@b8]    T、B细胞缺失   正常                               人源细胞植入效率低；无免疫渗漏及辐射敏感
  NOD-scid                1995[@b9]           T、B细胞缺失   NK细胞活性降低，巨噬细胞功能减低   人源细胞植入效率较高；对辐射敏感；自发胸腺瘤,生存期短
  NOG                     2002[@b15]          T、B细胞缺失   NK细胞无活性，巨噬细胞功能减低     人源细胞植入效率很高，造血多系重建；对辐射敏感；生存期长
  BRG                     2004[@b16],[@b19]   T、B细胞缺失   NK细胞无活性                       人源细胞植入效率高，略低于NOG/NSG，造血多系重建；对辐射不敏感
  NSG                     2005[@b17]          T、B细胞缺失   NK细胞缺失，巨噬细胞功能减低       人源细胞植入效率很高，造血多系重建；对辐射敏感；生存期长
  NSGW                    2014[@b25]          T、B细胞缺失   NK细胞缺失，巨噬细胞功能减低       人源细胞植入效率很高，造血多系重建；移植前无需照射处理

注：SCID：重度联合免疫缺陷综合征；NOD：非肥胖糖尿病

二、人源化小鼠模型

人源化小鼠是指将人的造血细胞或组织移植给免疫缺陷小鼠从而建立人鼠嵌合体。利用人源化小鼠模型，可以对人造血系统的生物学行为和功能进行分析，模拟人体造血系统的生理条件，减少样品获取过程对健康供者或患者的侵入性损伤。几种代表性的的人源化小鼠模型简介如下：

1．hu-PBL-SCID（human peripheral blood lymphocyte，SCID）模型：Mosier等[@b3]通过尾静脉或腹腔注射的方法将成熟的人外周血淋巴细胞植入SCID小鼠体内，以研究成熟免疫细胞的功能。该方法易于操作，可以检测到人的T细胞和B细胞的植入，但B细胞植入效率很低且很难检测到髓系细胞的植入。该模型植入的T细胞均为活化的成熟T细胞，难以产生初始免疫反应。宿主的抗原提呈细胞（APC）不表达人白细胞抗原（HLA）分子，无法与植入的T细胞相互作用。

2．SCID-hu(SCID-human）模型：McCune等[@b4]通过将人胚胎的肝脏和胸腺细胞移植到SCID小鼠的肾被膜下，成功促进了人的T细胞和B细胞在小鼠体内的分化成熟。小鼠的外周血可以检测到人CD4^+^和CD8^+^细胞及人IgG的一过性升高。由于人T细胞在同源的人胸腺上皮发育成熟，故拥有HLA限制性。然而除了T细胞，其余造血细胞在小鼠体内的重建水平很低。

3．hu-SRC-SCID(human scid repopulating cell SCID）模型：hu-SRC-SCID模型是将胎肝、脐血、骨髓或外周血G-CSF动员来源的HSC移植给新生或成年的免疫缺陷小鼠，使得小鼠体内获得人造血细胞的多系重建，以此研究完整的人造血系统及天然免疫系统。该方法的局限性在于人T细胞在小鼠的胸腺内发育成熟，小鼠的主要组织相容性复合体（MHC）称为H2复合体，因此T细胞是小鼠H2限制性，缺乏人HLA限制性[@b27]。并且尽管可在小鼠骨髓中检测到人源分叶核白细胞、红细胞和巨核细胞，但外周血循环中的细胞量非常有限。

4．hu-BLT-SCID（human bone-liver-thymus SCID）模型：将人胎肝来源的CD34^+^细胞联合相同供体的胎肝和胸腺组织植入NOD-scid或NSG受体小鼠，建立的模型称之为hu-BLT-SCID模型[@b28]--[@b29]。移植的人源组织在受体小鼠体内建立了完整的人造血微环境，提高了人造血细胞的多系重建水平，尤其建立了有功能的完整的人免疫系统，包含T、B以及树突细胞，并产生高水平的人IgM和IgG抗体。由于T细胞发育需要经过人胸腺的选择，BLT小鼠包含多种多样的HLA限制T细胞，可以建立有效的适应性免疫反应[@b30]。因此BLT小鼠多用于适应性免疫反应的研究，如HIV感染[@b31]。BLT小鼠模型的使用受限于人胚胎组织的获取，并且由于胸腺的阳性选择只是针对人源T细胞，有小鼠MHC亲和力的T细胞无法被消除，因此hu-BLT-SCID小鼠比其他人源化小鼠模型更易于发生GVHD。

5．hu-Tg mice(human transgenic mice）模型：hu-Tg小鼠模型指的是通过转基因手段使人源基因在免疫缺陷小鼠体内表达（如人造血细胞所需的生长因子），以此促进人源细胞的植入，或以此研究人源基因的功能。大多数急性髓系白血病（AML）患者的细胞在植入受体小鼠后很难获得重建。为了提高移植效率，研究者在NOD-scid背景的小鼠中转基因表达了人细胞因子SCF、GM-CSF和IL-3（NOD/LtSz-scid-SGM3，NSS小鼠），促进了正常人髓系细胞的扩增，并提高了AML细胞的植入水平[@b32]--[@b33]。此后不断有研究报道了在不同品系免疫缺陷小鼠的基础上建立的hu-Tg模型，其中最近研究是NSGS小鼠及MISTRG小鼠模型。NSGS小鼠（NOD/LtSz-scid IL2RG-SGM3小鼠）是通过将NSG小鼠与NSS小鼠回交而得到的[@b34]。由于有特定的因子表达，NSGS小鼠为髓系恶性肿瘤细胞提供了更优化的植入和扩增条件，大大提高了患者来源细胞的植入效率[@b34]--[@b35]。部分在NSG小鼠中难以植入的AML细胞，在NSGS小鼠的外周血、脾脏和骨髓中都检测到了显著增加的重建比例；MDS细胞的植入效率也显著增加，并且植入的细胞保留了发育异常的细胞形态特征[@b35]。2011年，通过在BRG小鼠胚胎干细胞（embryonic stem cell，ESC）中转入人源SIRPα编码基因，研究者构建了hSIRPA^tg^ Rag2^−/−^IL2rg^−/−^（SRG）小鼠[@b36]。表达人源SIRPα的小鼠巨噬细胞对表达人CD47的造血细胞的吞噬作用大大减低，SRG小鼠中的人HSC植入水平提高，接近于NSG小鼠体内植入水平。2014年，研究者将编码人M-CSF、IL-3、GM-CSF和TPO的基因利用同源重组技术敲入BRG小鼠，构建了MITRG（hM-CSF, hIL-3/hGM-CSF, hTPO+ Rag2^−/−^IL2rg^−/−^）小鼠；在MITRG小鼠中再表达人源SIRPα分子，又得到了MISTRG（hM-CSF, hIL-3, hGM-CSF, hTPO+ Rag2^−/−^IL2rg^−/−^＋hSIRPA）小鼠[@b37]。MITRG小鼠和MISTRG小鼠具有更完整的人固有免疫系统，促进了人单核、巨噬和NK细胞的发育成熟，对小鼠进行肿瘤组织移植后可以检测到巨噬细胞对肿瘤的浸润，这一现象与患者的病理检测结果非常相似[@b37]，提示该模型有助于对肿瘤进行体内实验研究。

人源化小鼠的发展历程见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 人源化小鼠发展历程

  模型          年份                 建立方法                                               优点                                                                         缺点
  ------------- -------------------- ------------------------------------------------------ ---------------------------------------------------------------------------- -----------------------------------------------------------------------------
  hu-PBL-SCID   1988[@b3]            将人外周血淋巴细胞植入SCID小鼠                         主要植入CD3^+^ T细胞，可研究成熟T细胞功能；可用作异基因GVHD模型              仅限于成熟T细胞的研究，B细胞和髓系细胞植入率很低
  SCID-hu       1988[@b4]            将人胚胎肝脏和胸腺组织共同植入SCID小鼠肾被膜下         胸腺细胞可正常发育成熟，人T细胞拥有HLA限制性                                 除T细胞以外的其他造血细胞重建率低；需要获取人胚胎组织
  hu-SRC-SCID   1992[@b5]            将人造血干细胞植入免疫缺陷小鼠                         可研究人完整造血系统及固有免疫系统                                           人T细胞无法在小鼠胸腺环境内获得HLA限制性，限制了有关适应性免疫的研究
  hu-BLT-SCID   2006[@b28]--[@b31]   将人造血干细胞联合同源胎肝和胸腺植入新生免疫缺陷小鼠   可研究人完整造血系统（包含固有免疫和适应性免疫系统）                         比其他模型更易发生GVHD；模型建立方法复杂，需要获得胚胎组织并进行手术操作
  hu-Tg Mice    2003[@b32]--[@b37]   用转基因技术在免疫缺陷小鼠体内表达人源基因产物         表达特异人源细胞因子，促进人源细胞植入；作为研究人源基因功能的体内实验模型   细胞因子表达量过高会导致HSC的过度动员和耗竭；模型建立需要基因操作，方法复杂

注：SCID：重度联合免疫缺陷综合征；GVHD：移植物抗宿主病；HSC：造血干细胞

三、人源化小鼠在血液学研究中的应用

1．人HSC生物学特性研究：异基因移植的模型为研究人HSC的免疫表型做出了重要贡献。通过免疫缺陷小鼠移植实验发现CD34^+^的细胞富集了人的HSC[@b38]，并且CD34^+^的细胞已广泛应用在临床的HSCT中[@b39]。随后更精细区分HSC的免疫表型被逐步发现，Notta等[@b40]将Lin^−^CD34^+^CD38^−^ CD45RA^−^CD90^+^CD49f^+^ Rho^low^的细胞定义为长周期造血干细胞（LT-HSC），单细胞水平移植即可进行多系造血重建。

不同来源的人HSC的移植转化效率等生物学特性有所差异。人脐带血来源的CD34^+^细胞在NOD-scid小鼠中的植入率高于其他来源的细胞[@b41]。再比如造血干祖细胞的归巢能力，不少学者对不同来源的人造血干细胞的体外迁移能力进行了广泛的研究，但由于各个实验室采用的方法和模型不同，得到的结果也截然不同[@b42]--[@b43]。利用荧光染料CFSE检测归巢于NOD-scid小鼠骨髓及脾脏中不同来源人CD34^+^细胞的数量及归巢效率，发现脐血CD34^+^细胞骨髓归巢效率低于外周血动员和骨髓CD34^+^细胞[@b43]。

2．在HSCT领域的应用：目前，HSCT在临床上被广泛用于血液病和急性辐射损伤等患者的治疗，但由于骨髓和脐血中的HSC数量有限，不能满足需求，因此，科学家们开展体外扩增HSC的研究，并且联合移植实验检测HSC的功能，希望来克服这一困难。其中小分子化合物由于性质稳定和给药方便，利用其促进HSC体外扩增具有很好的应用前景。有研究表明体外培养HSC时加入前列腺素E2（PGE2）可通过激活WNT信号通路及上调CXCR4和Survivin，促进HSC的归巢、存活和增殖，并且移植实验证实了长期重建细胞（LTRC）和SCID重建细胞（scid repopulating cell, SRC）的增加[@b44]--[@b46]。Boitano等[@b47]证实嘌呤衍生物StemRegenin (SR1）可有效扩增CD34^+^细胞，并且将体外扩增的CD34^+^细胞移植给NSG小鼠后SRC增加了17倍。另有研究发现嘧啶吲哚（Pyrimidoindole）衍生物UM171可以在体外有效扩增人LT-HSC[@b48]。此外，调控表观遗传的小分子化合物也被证实可促进人HSC的体外扩增。有报道显示DNA甲基化抑制剂地西他滨（decitabine）和组蛋白脱乙酰酶抑制剂（HDACi）曲古抑菌素A（trichostatin A）[@b49]、丙戊酸（VPA）[@b50]可以促进人HSC的体外扩增并提高HSC的体内移植重建水平。

除了促进HSC的体外扩增，对移植受体微环境的优化也促进了HSC的造血重建。通过给予照射后的NOD-scid或NSG受体小鼠N-乙酰半胱氨酸（NAC），使小鼠体内的活性氧（reactive oxygen species, ROS）水平降低，可以有效提高人HSC的移植重建水平[@b51]。

3．白血病干细胞的研究：1991年，Bonnet等[@b52]将人白血病细胞植入受过照射的NOD-scid小鼠体内，发现CD34^+^ CD38^−^细胞能够启动小鼠白血病的发生，而CD34^+^CD38^+^的白血病细胞并不能引发小鼠白血病，首次鉴定了免疫表型特异性的白血病细胞群体，从而提出了白血病干细胞（leukemia stem cell, LSC）的概念。然而AML的LSC在不同的疾病亚型中表型不同。另外有研究在CD34^+^CD38^+^的细胞亚群中也发现了LSC[@b53]--[@b55]，NPM1突变的AML细胞在CD34^−^的细胞亚群中存在LSC[@b56]。除了LSC，最近有研究证实白血病前体HSC的存在，包含DNMT3a突变的HSC相较于正常HSC显现出更强的多系重建能力，但并不表现为白血病特征的髓系优势重建[@b57]。移植模型对LSC和白血病前体HSC的检测为白血病的生物学特性研究提供了有效的手段，并为指导临床用药及预测疾病转归提供了有效的实验方法。

4．针对LSC的免疫治疗研究：清除LSC是白血病治愈的关键因素。目前许多研究显示常规化疗手段难以完全清除LSC，可能导致白血病的复发。使用单克隆抗体的免疫治疗手段由于其靶向抗原的特异性及低毒副作用，在LSC的靶向治疗中发挥了重要作用。随着技术的不断改良，人源化小鼠模型拥有了更完整的人免疫系统以及更高的原代肿瘤细胞植入率，这为研究针对肿瘤的免疫治疗提供了重要的体内实验模型。最早报道的靶向LSC的单克隆抗体是抗CD44的H90。H90诱导NOD-scid小鼠体内LSC分化，抑制白血病细胞向骨髓的归巢[@b58]。CD123是CD34^+^CD38^−^的AML-LSC特有的标志分子，CD123的特异性中和抗体7G3靶向AML的LSC，减少CD34^+^CD38^−^细胞的数量，并抑制LSC的归巢能力，延长了NOD-scid小鼠的寿命[@b59]。2009年Majeti等[@b60]在植入高表达CD47的AML细胞的NSG小鼠模型中发现，特异阻断CD47的抗体可有效诱导宿主小鼠巨噬细胞对AML细胞的吞噬作用，使AML细胞得到有效清除；随后的研究中抗CD47的单克隆抗体对急性淋巴细胞白血病（ALL）的治疗作用也得到证实[@b61]。近年来有报道显示，嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor, CAR）修饰T细胞（CAR-T细胞）可有效识别及杀伤肿瘤细胞并克服了MHC限制性，为癌症的免疫治疗提供了新的希望[@b62]。靶向CD44v6的CAR-T细胞可有效清除NSG小鼠模型中的AML细胞及多发性骨髓瘤细胞而不影响正常HSC，但可导致可逆性的单核细胞缺失[@b63]。靶向CD123的CAR-T细胞被证实可有效清除NSGS小鼠体内的AML细胞，但同时对正常的髓系细胞有清除作用[@b64]，表明其在应用于临床之前还需进一步改良。

四、结语

免疫缺陷鼠及人源化小鼠作为实验动物模型具有许多优点，能进行体内实验检测人HSC的发育、分化和造血重建；也能用来评价一些药物或细胞因子对造血系统的影响。然而，这些小鼠模型也存在生存期短、辐射敏感、价格昂贵等一些缺点。随着技术的不断进步，免疫缺陷鼠及人源化小鼠模型将会继续发展、完善，为临床治疗血液疾病提供更多的实验依据。
